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多量の微小管蛋白質を得る目的で，微小管のタキソール存在下での重合 (300C20分)と Ca+ 2 ， NaC 1 存在下低温
処理 (OOC ， 40分)による脱重合を繰り返した。重合・脱重合を三回繰り返して得た微小管蛋白質を SDS-PAGE で




陰イオン交換クロマトグラフィ (MonoQ カラム)により微小管蛋白質を分画し，それぞれのフラクションを m
-69-
vitro で重合させた微小管と共にインキュベートする方法により微小管束化活性を調べた。微小管束化活性を持つ
フラクションを SDS-PAGE でアッセイしたところ65kDa-MAP のみが検出された。このことは65kDa-MAP が微
小管束化因子で、あることを示唆している。精製された65kDa-MAP は in vitro で隣接する微小管の聞に架橋構造を
形成した。チュープリンも同じカラムで精製され，タキソール存在下で重合することがわかった。 120kDa-MAP
及び、110kDa-MAP は微小管の束化活性を示さなかった。
(4) 抗65kDa-MAP 抗体による観察
65kDa-MAP に対するポリクローン抗体を作製した。この抗体は65kDa-MAP に特異的であった。間接蛍光抗体
法により細胞内分布を観察したところ65kDa-MAP は細胞周期を通して微小管と同じ位置に分布していた。細胞膜
ゴーストを作製し，免疫電顕法による観察を行った。金粒子は主に微小管に沿って分布していた。
このような結果から，ミニプロトプラストより調製した細胞抽出液は植物細胞骨格の研究のみならず，植物蛋白質
の生化学的研究にとっても非常に有用な実験材料になり得ると考えられる。また，本研究で確立された植物微小管蛋
白質の単離法は植物細胞の微小管系細胞骨格の研究において大いに役立つものと考えられる。
論文審査の結果の要旨
妻君はタバコ BY-2細胞を用い，細胞より液胞を取り除いた後抽出液を調整するという方法で従来困難であった植
物微小管蛋白質の単離に成功し，更に微小管の束化因子65kDa-MAP を精製しその性質を明らかにした。菱君の開発
した方法は今後植物細胞からの蛋白質の単離に新たな道を開くものである。よって，本論文は博士(理学)の学位論
文として十分価値あるものと認める。
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